Влияние препарата «Граноцит» на мезенхимальные стволовые клетки костного мозга при моделировании вторичного иммунодефицита с помощью циклофосфана в эксперименте by A. Baikov N. et al.
Экспериментальные и клинические исследования
Влияние препарата «Граноцит» на мезенхимальные стволовые клетки 
костного мозга при моделировании вторичного иммунодефицита 
с помощью циклофосфана в эксперименте
Байков А.Н.1, Шахов В.П.2, Шелгаев Н.Ю.3, Серебрякова В.А.1
Effect of Granotsit preparation on mesenchymal bone marrow stem cells 
in experimental model of secondary immune deficiency with the aid 
of cyclophosphan
Baikov A.N., Shakhov V.P., Shelgaev N.Yu., Serebryakova V.A.
1 Сибирский государственный медицинский университет, г. Томск
2 Медицинская промышленная компания «Электропульс», г. Томск
3 Челябинский областной кожно-венерологический диспансер, г. Челябинск
  . .,  . .,  . ., БайковАН ШаховВП ШелгаевНЮ  . .СеребряковаВА
   60   Проведеныопытына мышахлинииBalb /c    18—21обоегополамассой  .  ,  ( ) г Всеманипуляции эвтаназия эфиром осуществлялись 
         .    в рамкахутвержденныхправилпроведенияработс использованиемэкспериментальныхживотных Мышейраспределилина четыре 
  15  .       ,   —  ,   —группыпо животных Впервойсерииосуществляливведениефизиологическогораствора вовторой циклофосфана в третьей  
 « » (    ),   —    препарата Граноцит рекомбинантныйгранулоцитарныйколониестимулирующийфактор в четвертой циклофосфанаи препарата 
« ».      ,   ,  -Граноцит Исследовалиобщееколичестволейкоцитоввкрови клеточностькостногомозга содержаниягранулоцитарномакрофагаль-
          ныхколониеобразующихклетоки мезенхимальныхпрекурсоровс помощьюкультурытканиin vitro. ,   «Установлено чтопрепарат Грано-
»     (   )   ( , цит обладаетспособностьюстимулироватьмиелопоэз прямоеспецифическоедействие имезенхимопоэз непрямое опосредованное 
)  .             ,действие внорме Привведениицитостатикаисследуемыйцитокиноказываетпротекторноедействиепоотношениюкаккмиелоидным 
     .такимезенхимальнымпрекурсорамкостногомозга
Ключевые слова:   , , ,  мезенхимальныестволовыеклетки мезенхимопоэз иммунодефициты гранулоцитарныйколониестимулирую-
 .щийфактор
Exper iments  with  60 male  and  female  mice  of  Balb/c line  with  mass  of  18—21  g have  been  carried  out.  All  manipulations,  including  ether  
euthanasia,  were  performed  within  the  framework  of  approved  rules  for  exper iments  with  experimental  animals.  The  mice  were  divided  into  four  
groups  each  of  15  animals.  The  groups  were  injected  with  physiological  salt  solution  (first  group), cycliphosphan  (second  group), Granotsi t  
preparat ion  (recombinant  granulocytic  colony-stimulating  factor) (third group), and  cycliphosphan  in Granotsit  preparation  (fourth  group). We  have  
studied  the  total  number  of  leucocytes  in  blood,  bone  marrow  cellularity,  content  of  granulocyt ic-  macrophage  colony-forming  cells  and  
mesenchymal  precursors  with  the  aid  of  tissue  culture  in vitro.  It has  been  found  that  the  Granotsi t  preparation  can  stimulate  myelopoiesis  (direct  
specif ic  action) and  mesenchymopo iesis  (indirect  action) in  norm.  When  a cytostatic  agent,  the  studied  cytokine  has  a protective  action  on  both  
myeloid  and  mesenchymal  precursors  of bone  marrow.
Key words: mesenchymal  stem  cells, mesenchymopoiesis,  immune  defficiency,  granulocyt ic  colony-stimulating  factor.
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Введение
  ( )    Вторичныеиммунодефициты ВИД у детейи взрослых 
  ,  .  встречаютсягораздочаще чемпервичные ПатогенезВИД 
  ,    сложени разнообразен онимогутвызыватьсяразличными 
:    ,факторами вирусными и бактериальными инфекциями 
 , ,  влиянием цитостатиков гормонов действием ионизирую-
 , ,  щейрадиации стресса злокачественныминовообразовани-
,   ,   . . [1,ями патологиейобменавеществ беременностьюи т п  
4, 9].     Частомишеньювыступаютплюрипотентныегемопоэ-
   ( ),   тическиестволовыеклетки ПГСК из которыхобразуются 
 , , ,  как миелоидные эритроидные мегакариоцитарные так и 
  [7].    лимфоидныеэлементы Процессыпролиферацииидиф-
   ференцировки ПГСК контролируются гемопоэзиндуцирую-
  ( ) [6,  7].    щим микроокружением ГИМ В построении ГИМ 
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     большуюроль играют мезенхимальныестволовые клетки 
( ) [7, 11].      МСК ПоражениеМСКприводитк поломкеструктуры 
  .     и функции ГИМ В результате этого процесса может 
    ,   произойтинарушениепродукциикаклимфоидных таки ми-
     . елоидныхклетокспоследующимразвитиемВИД
     В настоящеевремяпрактическиотсутствуютпатогенети-
      ческиобоснованныеметодыкоррекцииповрежденийсосторо-
   .       ныМСКиГИМВсвязисэтимбольшойинтереспредставляют 
,    ,  работы связанныес использованиемцитокинов в частности 
   ( - ),гранулоцитарного колониестимулирующегофактора ГКСФ  
   ,  прилечениимиелодепрессорныхсостояний вызванныхоблу-
,     чением действиемцитостатиковприлечениионкологических 
 [3,  12].    заболеваний Однако большинство исследований 
     -  направлено на изучение протекторного действия ГКСФ на 
    . стволовыеклеткибелогоросткакрови В   нихне определяли 
    способностьданногоцитокинарегулироватьморфофункци-
  .   ональные свойства МСК О потенциальной возможности 
 -     действия ГКСФ на мезенхимопоэз свидетельствует тот 
,        факт что его введение приводит к мобилизацииМСК из 
    [3].      , костногомозгав кровь Темнеменеевопросотом обла-
      дает ли данный фактор способностью активироватьМСК 
    ,  . костногомозгаприразвитииВИД остаетсяоткрытым
       В связи с этим целью настоящегоисследованияяви-
  ,    лось изучениеизменений происходящихсо стороныпула 
      МСКкостногомозгапримоделированиивторичныхиммуно-
     —  дефицитных состояний с помощьюцитостатика цикло-
. фосфана
Материал и методы
    60   Опытыбылипроведенына мышахлинииBalb /c обоего 
  18—21пола массой    -  ,  г в осеннезимний период в утренние 
       часыдляуменьшениявлияниясуточныхи сезонныхколеба-
.       2-ний Передначаломисследованийвсеживотныепроходили
 .  ,  ,недельныйкарантин Содержаниемышей всеманипуляции 
 ( )    эвтаназия эфиром осуществлялисьв рамкахутвержденных 
     правилпроведенияработс использованиемэксперименталь-
 .ныхживотных
    : 1-  Животныхраспределялипоследующимсериям я груп-
 ( ) —  ,    4па контрольная мыши получавшиев течение   сутфи-
  (15 ); 2-  —  , зиологическийраствор животных я животные ко-
    торым подкожно вводили препарат « » («AventisГраноцит  
Pharma  Specialites  for  Nycomed»,  ) (Франция рекомбинантный 
 - )   10человеческийГКСФ в дозе  /     мкг кгмассытелав течение 
4  (15 ); 3-  —    ,  сут особей я мышисВИД вызваннымоднократ-
    (ным внутрибрюшинным введением циклофосфана ОАО 
« », )   100Биохимик Россия в дозе  /    (15 мг кгмассытела живот-
); 4-  —  ,   ных я животные получившиеоднократнуюинтраперито-
     100неальнуюинъекциюциклофосфанав дозе  /  мг кг массы 
      «телас последующимподкожнымвведениемпрепарата Гра-
»   10ноцит в дозе  /      4мкг кг массы тела в течение   (15сут  
).      3   мышей Накаждуюточкуприходилосьпо животныхв каж-
  .дойсерииэкспериментов
  ( )    Дозыциклофосфана ЦФ и граноцитабылиподобраны 
      наоснованиипредварительныхисследованийи данныхли-
 [3, 7].тературы
     Общееколичестволейкоцитовв периферическойкрови 
      и клеточность костного мозга определяли по описанному 
. .ЕД   .    Гольдбергоми соавт меланжерномуметодув камере 
 [2].Горяева
     Жизнеспособностьклетокисследовалис помощьюме-
    0,1%-    тодавключенияв клетки го растворатрипановогоси-
  200      («него на кариоцитахв камереГоряева Sigma », )США 
[2]. 
 -  Культивирование гранулоцитарномакрофагальных ко-
  ( - ) ( -лониеобразующихединиц ГМКОЕ клетокпредшественни-
 )    ков миелопоэза производили по методу T.R . Bradley , 
D . Metcalf  [10]   . .вмодификацииВП Ша   . [8]. ховаисоавт Клет-
       1—2ки костного мозга вымывали из бедренной кости  мл 
 средыMcCoy ’s 5A («Sigma », )   .США васептическихусловиях 
     Материал ресуспендировали и осторожно наслаивали на 
3    («млрастворагистопака Sigma ») (р = 1,077 / ), г мл налитого 
   .  в стерильнуюцентрифужнуюпробирку Клетки подвергали 
   1градиентномуцентрифугированиюпри  500 /   об минв тече-
 30ние  .   , мин Образовавшеесяинтерфазноекольцо состоя-
  ,      щееизмононуклеаров собиралии ещедваразацентрифу-
   гировалив средеMcCoy ’s 5A    . дляочисткиот гистопака Ко-
     5личество жизнеспособныхклеток доводилидо  ⋅ 10 5/  мл в 
  ,  20%  полнойпитательнойсреде содержащей эмбриональ-
   ( ) («ной телячьейсыворотки ЭТС Sigma »), 78,7%   средыDI -
MEM , 1%  100 ×  , растворапенициллина стреп   томицинаи L-
 («глютамина Sigma »), 5 ⋅ 10 –5  2-  («моль меркаптоэтанола Mer -
ck », ), 10Германия  /    мкг лрекомбинантногочеловеческогогра-
   (нулоцитарного колониестимулирующего фактора препарат 
« »).   0,3%-   Граноцит Затем добавляли й раствор бактоагара 
(«Difco »,  ),   40США охлажденный до  ° .  С Материал быстро 
    12-  перемешивали и разливали в луночные плоскодонные 
  «планшетыфирмы Costar »  0,5по  .   мл Послегелификацииага-
     0,5ра в каждуюячейкудобавляли    . мл полнойсреды Затем 
   планшетыпомещалив СО2-  (инкубатор СО2 5%,  37 ° , С влаж-
 100%).  6—7ность Через       сутматериализвлекалииспомощью 
 «инвертоскопа Opton »  ( )   Германия подсчитывали число об-
 - , разовавшихсяГМКОЕ кле  ,  точныхагрегатов содержащихбо-
 50 . лее кариоцитов    -   ВконтрольнойсерииГКСФв  культуруне 
.добавляли
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     Мезенхимальныестволовыеклетки костногомозга ис-
   . .следовалипометодуАЯ   . .Фриденштейнаи ЕА  [6, 8]Лурие  
  . , 1с некоторымимодификациями Так    мл полнойпитатель-
        нойсредыс помощьюшприцаизбедреннойкостивымыва-
   , ликлеткикостногомозга ресус   . пендировалинальду Полная 
   10%   («питательнаясредасодержала ЭТС Sigma »), 90%  среды 
D-MEM     , 200с низкимсодержаниемглюкозы   ммольL-глюта-
ми , 100на  /  , 100ЕД мл пенициллина  /  мкг мл стрептомицина 
(    «все реактивы фирмы Sigma »).  Конечную концентрацию 
    1жизнеспособныхкариоцитовдоводилидо  ⋅ 10 6/ , мл разли-
     «валив культуральныефлаконыфирмы Falcon »  5по   мл и 
  помещаливСО2-  инкубатор(СО2 5%, 37 ° ,  100%).С влажность  
 3Через        5 сутнеадгезирующиеклеткиудалялиизаменяли мл 
    .   5полнойкультуральнойсредыновойпорциейСпустяеще  сут 
про-
   изводили смену культуральной ср .  12—14-еды На е сут 
    —  подсчитывали число образовавшихся клонов клеточных 
,   50  .  агрегатов содержащих более клеток Часть материала 
    -окрашивалипослефиксацииметаноломазур II-  эозиномдля 
   (определения морфологии клеток Новицкий . .  .,ВВ и соавт  
2004).      Для изучения прямого действия
-ГКСФ на МСК в полную культуральную среду на 3-и  сутпосле 
     «удалениянеадгезирующихклетокдобавлялипрепарат Гра-
»   0, 50, 100, 150, 200ноцит вдозах  / .мкг л
    Статистическую обработку осуществляли с помощью 
 — ,   критерияМанна Уитни определяли выборочное среднее 
 значениеХ,   ошибкусреднегоm,   уровеньзначимостиpu, ис-
  пользуяпрограммуStatistica  6.
Результаты и обсуждение
     Врезультатепроведенныхисследованийбылоустанов-
,      лено что введение циклофосфана приводит к угнетению 
-  ,    миело имезенхимопоэза снижениюобщегоколичествами-
, -        елокариоцитов ГМКОЕиМСКв костноммозгеи развитию 
   .   лейкопениив периферическойкрови Этифактысвидетель-
  ,      ствуют о том что под действиемцитостатика у животных 
   (формируетсявторичныйиммунодефицит .табл 1, 2). 
Введение -ГКСФ в течение 4 сут сопровождается выра-
женной стимуляцией белого ростка крови как на  уровнеграну-
-  ,    лоцитарномакрофагальныхпрекурсоров такикариоцитовв 
    ,   костноммозге и периферическойкрови что согласуетсяс 
   [3, 12].даннымидругихавторов
 1Т а б ли ца
Содержание лейкоцитов в периферической крови, ОКК, ГМ-КОЕ и МСК в костном мозге мышей линии Balb/c после введения препарата 
«Граноцит» (Г-КСФ), циклофосфана, циклофосфана и препарата «Граноцит» (Х ± m)
Показатель
  , Контрольнаягруппаживотных без 
 -примененияГКСФ 1-  есут 4-  есут 6-  есут 10-  есут 14-  есут
, Лейкоциты ⋅ 10 9/ :л
-ГКСФ 12,81  ± 0,30 12 ,73 ± 0,20 15 ,85 ± 0,41* 20,17 ± 0,45* 16 ,15  ± 1,14* 11 ,90 ± 1,60
ЦФ 12,81  ± 0,30 7,79 ± 2,33 3,57 ± 0,21* 6,00 ± 0,43* 7,63 ± 0,23* 10 ,88 ± 0,91
-   ГКСФиЦФ 12,81  ± 0,30 5,55 ± 1,91* 15 ,83 ± 0,45* 10 ,59 ± 1,35 11 ,27 ± 0,75 11 ,10 ± 0,71
, 10ОКК 6:
  + -набедро ГКСФ 19,53 ± 0,51 19 ,77 ± 0,35 22,65 ± 0,33* 24,00 ± 1,22* 23,91  ± 0,53* 21 ,10 ± 1,00
  + набедро ЦФ 19,53 ± 0,51 4,12 ± 0,33* 6,00 ± 0,44* 6,83 ± 0,59* 10 ,11  ± 0,63* 15 ,30 ± 2,50
  + -  + набедро ГКСФ ЦФ 19,53 ± 0,51 10 ,92 ± 0,33* 15 ,57 ± 3,95 17 ,17 ± 0,75 16 ,93 ± 2,15 18 ,30 ± 0,71
- , ГМКОЕ ⋅ 10 5:
  + -набедро ГКСФ 35,11  ± 2,62 39,18 ± 3,35 65,89 ± 2,93* 46,25 ± 2,53* 34,81  ± 1,75 36,73 ± 2,21
  + набедро ЦФ 35,15  ± 2,68 11 ,19 ± 3,15* 16 ,37 ± 2,69* 17 ,93 ± 1,85* 27,53 ± 5,93 30,31  ± 1,41
  + -  + набедро ГКСФ ЦФ 35,15  ± 2,60 13 ,77 ± 3,63* 27,95 ± 3,05 31 ,57 ± 1,14 30,33 ± 2,79 37,90 ± 3,30
, МСК ⋅ 10 6:
  + -набедро ГКСФ 11,44  ± 0,65 9,93 ± 1,57 14 ,35 ± 0,37* 15 ,15 ± 0,59* 13 ,35 ± 1,37 12 ,91  ± 0,31
  + набедро ЦФ 11,45  ± 0,68 10 ,81  ± 0,55 9,74 ± 0,50* 7,83 ± 0,41* 9,40 ± 0,53* 10 ,71  ± 0,50
  + -  + набедро ГКСФ ЦФ 11,41  ± 0,61 9,59 ± 0,37 8,40 ± 2,46 10 ,68 ± 0,93 12 ,00 ± 0,69 10 ,50 ± 0,31
 
* pu < 0,05.
 2Т аб л ица
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Количество колоний, выросших из мезенхимальных стволовых кле-
ток костного мозга интактных мышей линии Balb/c при добавлении 
к культуре in vitro препарата «Граноцит» (Г-КСФ) (Х ± m)
, /Граноцит мкг мл МСК pu
0 11,41  ± 0,61  
50 10,93  ± 0,69 <0,05
100 12,17  ± 0,75 <0,05
150 10,85  ± 0,89 <0,05
200 11,53  ± 0,75 <0,05
П римечани . е pu       определялипо отношениюк культуреМСКбез 
  « ».добавленияпрепарата Граноцит
,      Интересно что данныйцитокиноказываетвлияниене 
     -толькона костномозговойпул миелоидныхклетокпредше-
,     ,  ственников ноимезенхимальныестволовыеклетки дляко-
,   ,   торых согласно общепринятымвзглядам он не является 
  ( .специфическимцитокином см .табл 1) [7, 8]. 
  ,  -    Приэтомустановлено что ГКСФоказываетсвоести-
     ,  мулирующеевлияниенамезенхимопоэзнепрямо аопосре-
,       дованно таккакдобавлениеегонепосредственнов культу-
  рутканиin vitro      неприводитк усилениюростамезенхималь-
  ( .ныхколоний табл 2). ,    Возможно чтоданныйэффектсвязан 
 ,      -   с тем чточастьМСКпривведенииГКСФпокидаеткостный 
 [3].     « » мозг Приэтомобразовавшиесясвободные ниши для 
     ,мезенхимальныхстволовыхклетокчерезцитокиновуюсеть 
, ,   интегрины адгезины элементы экстрацеллюлярного мат-
      рикса и другие факторы стимулируютобразованиеновых 
.  ,    МСК Неисключено чтов данном   процессемогутпринимать 
   ,участиеи другиемеханизмы    ( )напримераутокринныеи или 
 [3, 5]. паракринные
,    « »  Обнаружено что препарат Граноцит обладает 
      способностьюнетолькокорригироватьнарушениясосторо-
 ны  лейкопоэза      примоделированииВИДс помощьюцикло-
,     -    фосфана но и нормализовать уровень ГМКОЕ и МСК в 
    4-костноммозгеначинаяс х   ( .сутопыта см .табл 1).  В свою 
,     очередь репарация поврежденных МСК может сопрово-
   ждаться реконструкцией гемопоэзиндуцирующего микроо-
, ,  ,    кружения которое какизвестно страдаетпридействиици-
 [6, 7].  , , тостатиков ВосстановлениеГИМ очевидно должно 
  -    способствоватьрегенерацииГМКОЕ через элементыэкс-
   . трацеллюлярногоматриксакостногомозга
 ,    Такимобразом в результатепроведенныхисследова-
  ,   « » (нийбылоустановлено что препарат Граноцит рекомби-
 - )    нантныйГКСФ обладаетспособностьюстимулироватьми-
 (   )  елопоэз прямоеспецифическоедействие имезенхимопоэз 
( ,  )   непрямое опосредованное действие у здоровых живот-
.    -   ных ПривведениицитостатикаГКСФоказываетпротектор-
    ,   ное действие как на миелоидные так и мезенхимальные 
-клеткипред   . шественникикостногомозга
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